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1. Введение 
Понятие “микробиота” (микрофлора) было предложено в начале этого столетия. Оно 
обозначает сообщество комменсальных, симбиотических и патогенных микроорганизмов, 
населяющих тело человека. Помимо обозначения всех микроорганизмов, населяющих 
наше тело, можно отдельно рассматривать микробиоту кожи, микробиоту ротовой 
полости, микробиоту кишечника и т.д.  
 
Известно, что  микробиота кишечника выполняет множество функций в организме: она 
участвует в пищеварительных процессах, производит различные витамины, защищает от 
чужеродных микроорганизмов. Состав кишечной микробиоты постоянно изменяется в 
зависимости от различных условий, таких как диета, действие лекарственных средств, 
состояние иммунной системы и др. 
При различных стрессовых воздействиях на организм может возникать состояние 
кишечного дисбиоза - резкого снижения разнообразия кишечной микробиоты и экспансии 
отдельных бактериальных таксонов. Показано, что кишечный дисбиоз наблюдаются при 
таких заболеваниях, как Болезнь Крона, ожирение, Синдром раздраженного кишечника и 
многих других.  
Одним из способов лечения дисбиотических состояний является прием препаратов, 
содержащих бактерии (пробиотики), способных вернуть микробиоту к нормальному 
состоянию. Так как микробиота кишечника является сложной системой, то трудно 
подобрать пробиотик, подходящий для каждого индивида. В связи с этим, популярной 
становится концепция аутопробиотиков - пробиотиков, полученных в результате 
культивирования бактерий самого индивида, которые лучше приживаются в организме. 
 
Современные методы секвенирования сделали возможным более масштабные 
исследования микробиоты кишечника, позволяя единовременно изучать целые 
сообщества микроорганизмов. Для идентификации и классификации микроорганизмов 
как правило нет необходимости в секвенировании целых геномов. Для характеристики 
сообществ микроорганизмов общепринятым методом является секвенирование гена 16S 
малой субъединицы рибосом. 
 
Целью данной работы является изучение микробиоты кишечника крыс при различных 
состояниях организма, а также поиск оптимальных видов/консорциумов бактерий, 
пригодных для терапии дисбиотических состояний на фоне приема антибиотиков. 
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В рамках поставленной цели были сформулированы следующие задачи: 
1) Изучить имеющиеся биоинформатические подходы к классификации 
микроорганизмов на основании секвенирования генов 16S. Провести 
сравнительный анализ и выбрать оптимальный подход. 
2) Охарактеризовать изменения в составе микробиоты при дисбиотическом состоянии 
и при различных способах аутопробиотического лечения. Сделать заключение об 
эффективности разных типов лечения. 
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2. Обзор литературы 
В последнее время ученые и врачи значительно изменили свое мнение о роли микробиоты 
в здоровье человека. Прежнее отношение к микроорганизмам, как к чему-то чужеродному 
или опасному для людей, превратилось в понимание того, что микробиота является 
естественным и даже необходимым компонентом для правильного функционирования 
человеческого организма. 
Кишечник - орган человека, который наиболее сильно населен бактериями, количество 
которых значительно  превышает суммарное количество клеток человека [1, 2]. 
Понимание этого позволило постепенно пересмотреть значение микробиоты кишечника в 
поддержании здоровья человека.  
С появлением новых технологий секвенирования и благодаря совместным усилиям 
американской и европейской программы по исследованию микробиоты (Human 
Microbiome Project - www.hmpdacc.org and MetaHIT - [www.metahit.eu]) были выяснены 
состав и основные типы бактерий, представляющих человеческую микробиоту [1].  
Установлено, что кишечная микробиота в основном представлена бактериями типа 
Фирмикуты (Firmicutes), Бактероиды (Bacteriodetes), Актинобактерии (Actinobacteria), 
Протеобактерии (Proteobacteria), Фузобактерии (Fusobacteria), а также Археями 
(Archaea). Преобладают в составе кишечной микробиоты Фирмикуты и Бактероиды [3, 4]. 
Состав микробиоты кишечника человека зависит как от диеты, так и от индивидуальных 
особенностей генетики и иммунной системы. Интересно, что в процессе развития состав 
микробиоты кишечника ребенка постепенно меняется: от преобладания бифидобактерий 
на этапе кормления грудью до преобладания бактероидов и фирмикутов в более поздние 
этапы жизни [6]. Индивидуальный состав микробиоты кишечника человека стабилен в 
течение жизни, оставаясь схожим с тем, который образовался в ранний период развития 
[5]. Эти открытия подтверждают то, что состав микробиоты кишечника у взрослых, 
будучи крайне индивидуальным, стабилен и склонен к возвращению к исходному 
состоянию после временных дисбиотических расстройств [7].  
Огромное количество данных секвенирования микробиоты кишечника с последующим 
биоинформатическим анализом позволило создать концепцию энтеротипов. Согласно 
Arumugam et al. [8], кишечную микробиоту человека можно разделить на три энтеротипа: 
с преобладанием бактерий рода Bacteroides, другой  - с бактериями рода Prevotella и 
третий - с фирмикутами со слегка повышенным содержанием бактерий рода 
Ruminococcus. Это распределение оказалось никак не связано с диетой, индексом массы 
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тела, расой или полом. Вслед за этими данными последовали другие исследования, 
которые утверждали наличие двух или четырех энтеротипов [9, 10]. 
Кишечная микробиота участвует в переваривании пищи, синтезе витаминов, катаболизме 
холестерина, участвует в формировании множества иммунных реакций врожденного и 
приобретенного иммунитета и регулируют взаимоотношения человека с патогенными 
микроорганизмами [11, 12]. 
Установлено, что многие соматические болезни и расстройства желудочно-кишечного 
тракта развиваются в результате изменений в составе микробиоты кишечника (дисбиоза) в 
результате стресса, инфекции, радиационных воздействий или приема антибиотиков. 
Дисбиоз ассоциирован с такими заболеваниями, как антибиотик-ассоциированная диарея, 
воспалительные заболевания кишечника, синдром приобретенного иммунодефицита, 
ожирение и другие [13]. 
В зависимости от изменения состава микробиоты дисбиотические состояния могут 
проходить сами собой или трансформироваться в различные патологии, которые требуют 
специального лечения. 
2.1 Дисбиоз кишечника 
Иногда микробиоту кишечнику рассматривают как отдельный орган. Как и в случае 
других органов, правильное функционирование микробиоты кишечника зависит от 
стабильного клеточного состава, который в случае микробиоты человека состоит в 
основном из бактерий типа Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria и в меньшей степени 
Proteobacteria [14].  Большие сдвиги в соотношении между этими типами или экспансия 
новых бактериальных групп приводят к дисбалансу, способствующему развитию 
болезней, который часто называют дисбиозом. Уменьшение микробного разнообразия и 
экспансия Proteobacteria являются ключевыми признаками дисбиоза [15, 16]. 
Вклад специфических микробов в заболевание изучается путем исследования изменений 
состава популяций бактерий на основе высокопроизводительного секвенирования генов 
16S рРНК [17]. 
Трансплантация микробиоты кишечника от больного животного здоровому является 
следующим шагом, чтобы подтвердить вклад дисбактериоза кишечника в болезнь.  Так, 
трансплантация микробиоты продемонстрировала вклад кишечных микробов в ожирение 
[18] и атеросклероз [19] у мышей. 
Несмотря на убедительные доказательства, полученные в результате секвенирования гена 
16S и трансплантации микробиоты, вклад специфических бактериальных групп в развитие 
заболевания часто остается косвенным.  
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Также, граница между “добром и злом” часто размывается - некоторые симбиотические 
бактерии могут стать патогенными, когда они присутствуют в большем количестве в 
кишечнике. 
Лекарственные средства 
Пероральное введение является наиболее часто применяемым методом употребления 
лекарств. Удобство этого пути позволяет регулярно употреблять лекарственные средства 
без медицинского вмешательства. Однако, это увеличивает воздействие лекарств на 
микробиоту кишечника и тем самым может способствовать дисбактериозу. 
Обычные нестероидные противовоспалительные лекарственные средства, такие как 
аспирин, ибупрофен и напроксен, влияют на микробную композицию кишечника при 
ежедневном применении, что подтверждается увеличением обилия Bacteroidaceae и 
Enterobacteriaceae [20]. 
Воздействие лекарственных средств на кишечную микробиоту подчеркивает важность их  
аккуратного применения. Например, ингибитор печеночного глюконеогенеза метформин, 
является стандартным лекарственным средством, используемым при лечении диабета 
типа 2.  Как было недавно показано, применение метформина изменяет состав 
микробиоты кишечника путем повышения доли E.coli [21]. 
Благодаря своей антибактериальной активности антибиотики могут участвовать в 
развитии дисбактериоза кишечника.  Большинство перорально вводимых антибиотиков 
изменяют микробиоту кишечника во время их применения.  
Однако некоторые антибиотики способны вызывать длительные изменения в микробиоте 
кишечника.  В то время как несколько антибиотиков, таких как амоксициллин, не имеют 
какого-либо значимого долгосрочного воздействия на микробиоту кишечника, лечение 
детей с помощью макролидных антибиотиков приводит к длительному снижению 
количества Firmicutes и Actinobacteria с одновременным увеличением Bacteroidetes и 
Proteobacteria [22]. 
Повторное воздействие антибиотиков может дестабилизировать микробиоту кишечника и 
способствовать экспансии устойчивых к антибиотикам патогенных бактерий, в результате 
чего у пожилых людей может развиться диарея, связанная с C. difficile [23].  В дополнение 
к их ожидаемым антибиотическим эффектам некоторые антибиотики также оказывают 
эубиотическое действие [24], способствуя распространению благоприятных для здоровья 
бактерий путем подавления патогенов.  Такой эубиотический эффект типичен для 
рифаксимина, что способствует увеличению микробного разнообразия у пациентов с 
воспалительными заболеваниями кишечника [25], а также улучшает симптомы синдрома 
раздраженного кишечника [26]. 
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Заболевания при дисбиозе 
Болезнь Крона (БК) и язвенный колит (ЯК) являются наиболее распространенными 
формами воспалительного заболевания кишечника (ВЗК). Они характеризуются 
хроническим рецидивирующим воспалением, влияющим на слизистую оболочку 
кишечника. Хотя этиология обоих заболеваний неизвестна, находится все больше 
доказательств того, что дисбактериоз кишечника играет определенную роль в патогенезе 
ВЗК (27).   
В целом, у пациентов наблюдается снижение разнообразия микробиоты кишечника и еѐ 
стабильности с уменьшением Firmicutes и сопутствующим увеличением Bacteroidetes и 
факультативных анаэробов, таких как Enterobacteriaceae (28). Также отмечены 
значительные различия в кишечной микробиоте при БК и ЯК (29, 30).  Было показано, что 
в БК дисбактериоз ассоциирован с пятью видами бактерий, среди которых изменения в 
содержании Faecalibacterium prausnitzii связаны с продлением ремиссии заболевания (30, 
31). Эта бактерия также обладала терапевтическим эффектом в экспериментальных 
моделях  колита (32).   
Помимо ВЗК, метаболических расстройств, ожирения и диабета 2 типа, кишечная 
микробиота также участвует в ряде других (хронических) заболеваний и расстройств, 
связанных с ЖКТ, таких как синдром раздраженной кишки (СРК), целиакия,  и 
колоректального рака.  В СРК изменения в составе микробиоты были описаны для разных 
подтипов заболевания по сравнению со здоровыми людьми (33, 34), хотя изменения были 
неоднородными (35).  Целиакия и колоректальный рак также были связаны с изменениями 
в составе микробиоты, наблюдаемыми по сравнению с контролем (36, 37). Тем не менее, 
во всех этих заболеваниях не наблюдается последовательной картины изменений 
микробиоты.   
Увеличение относительной численности Firmicutes и снижение уровня Bacteroidetes 
наблюдалось как у мышей с ожирением (38), так и у людей (39), хотя эти результаты не 
были воспроизведены в других исследованиях (40-46). Следует отметить, что 
дисбактериоз кишечника в настоящее время не используется в качестве фактора для 
диагностики или прогнозирования возникновения метаболических заболеваний, таких как 
ожирение или диабет 2 типа. 
Кишечный дисбактериоз также наблюдался при заболеваниях, при которых меняется 
функционирование ЦНС и поведение.  В нескольких исследованиях основное внимание 
уделялось тому, что микробиота кишечника может влиять на когнитивную функцию и 
поведение путем прямого перепрограммирования гипоталамуса-гипофизарно-
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надпочечниковой (HPA) оси - общего пути, активирующегося в ответ на инфекцию и 
подверженного воздействию психологических стрессоров.   
У инфицированных патогенами мышей (47-50) Campylobacter jejuni (распространенная 
причина гастроэнтерита) может вызывать тревожное поведение активацию ствола мозга 
(nucleus tractus solitarius и lateral parabrachial nucleus).  Комменсальные бактерии могут 
влиять на мозг через ГАМК, что может напрямую влиять как на иммунные, так и 
нейронные рецепторы в энтеральной нервной системе и ЦНС (51, 52).  ГАМК является 
основным тормозным нейротрансмиттером ЦНС и участвует в регулировании 
физиологических и психологических процессов.  Изменения в экспрессии ГАМК-
рецепторов связаны с патогенезом тревожности и депрессии (53).   
Известно, что ранняя колонизация кишечного тракта микробами важна для 
постнатального развития кишечной нервной системы (54).  Соответственно, кишечная 
микробиота может иметь последствия для развития и функционирования ЦНС (55, 56). 
2.2 Лечение дисбиоза 
История использования пробиотиков 
Вероятнее всего, первопричиной использования бактерий людьми была потребность в 
консервации пищи. Нерегулярный доступ к пище диктовал потребность в еѐ сохранении в 
ферментированной форме для спасения от голода. Так, ферментированные молочные 
продукты (сыр, йогурт и др.) способны сохранять питательные свойства в течение 
нескольких месяцев. Это позволяло людям совершать длительные путешествия, 
способствуя расселению людей по Земле. 
Первые положительные эффекты на здоровье человека были показаны для бактерий из 
отряда лактобацилл. Считалось, что йогурт, кефир, кумыс, айран и многие другие 
ферментированные молочные продукты обладают мистическими свойствами из-за их 
положительного влияния на здоровье человека и продолжительность жизни. 
В конце 19 века Нобелевский лауреат Илья Мечников был первым ученым, кто 
исследовал лактобациллы. Мечников отметил корреляцию между долгожительством 
болгарских пастухов и йогуртами в их пищевом рационе. В результате этих исследований, 
он первым предположил, что люди могут жить значительно дольше, если они будут 
потреблять необходимые бактерии [57].  
Коллабораторы Мечникова в Институте Пастера были первыми, кто провел эксперименты 
на стерильных животных - такие животные были свободны от микроорганизмов. 
Мечников был не только первым, кто изучал бактерии в ферментированном молоке, но и 
способствовал созданию первого бактериального лекарственного средства, 
Лактобациллина, который производился в Санкт-Петербурге в 1912 году. Это было 
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задолго до того, как Альфред Ниссле в 1917 году выделил штамм кишечной палочки, 
который впоследствии также использовался в качестве пробиотика и ошибочно считается 
первым пробиотиком в истории.  
Продукты, содержащие лактобациллы, одобренные как лекарственные средства с 
коммерческими названиями, “Лактобактерин”, “Бифидумбактерин” и “Колибактерин” все 
еще находятся на фармацевтическом рынке Российской Федерации.  Например, 
Бифидумбактерин - препарат, содержащий бифидобактерии, был разработан в 1966 году, а 
промышленное производство его началось в 1972 году [58].   
Производство «Лактобактерина» (пробиотическое лекарственное средство, содержащее 
Lactobacillus plantarum, штамм 8P-A3) также начиналось в 70-е годы.  Термин 
«пробиотик», обозначающий пищу или лекарственные средства, содержащие полезные 
для здоровья бактерии, появился в мировой литературе гораздо позже, в 80-е годы, после 
возрождения интереса к этим бактериям [59]. 
Пробиотики и их влияние на здоровье человека 
Использование пробиотиков в качестве полезных для здоровья продуктов или 
ингредиентов, содержащих живые бактерии, огромно, и постоянно растет число 
различных продуктов и фармацевтических препаратов. 
Большинство распространенных пробиотических штаммов относятся к группе 
лактобацилл и бифидобактерий.  Лактобациллы включают несколько разных родов: 
Streptococcus, Staphylococcus, Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Enterococcus, 
Leuconostoc и некоторые другие. Начиная с Мечникова, исследования лактобацилл и их 
использования в качестве пробиотиков были преимущественно сосредоточены на роде 
Lactobacillus.   
Пробиотики на основе лактобацилл из рода Enterococcus хорошо представлены на 
постсоветском и восточноевропейском рынках и менее распространены в Западной 
Европе и Соединенных Штатах.  Например, содержащие Enterococcus препараты Linex и 
Bifiform составляют более 80% российского рынка пробиотиков. 
Среди других пробиотических штаммов следует упомянуть бифидобактерии как 
доминирующую микробиоту у детей с грудным вскармливанием, которые также являются 
важными компонентами как пробиотических препаратов, так и пищевых продуктов.  
Другие пробиотики на рынке относятся к разным видам бацилл, E.coli, сахаромицетов и 
некоторых клостридиальных штаммов [60, 61].   
В настоящее время проводится большое количество соответствующих клинических 
исследований с пробиотиками и даже производится метаанализ существующих 
исследований. Некоторые из этих исследований, направлены на лечение желудочно-
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кишечных заболеваний, таких как синдром раздраженной кишки [62-65], болезнь Крона 
[66-68], язвенный колит [69-70] и др.  
Положительные результаты пробиотического лечения в большинстве исследований 
отражают эффективность их использования в клинической практике. Однако результаты 
лечения с использованием разных или даже одинаковых штаммов варьируют от 
исследования к исследованию.  К примеру, в случае лечения синдрома раздраженного 
кишечника (СРК) вместе с исследованиями, демонстрирующими положительный эффект 
пробиотической терапии, в некоторых исследованиях не было различий по сравнению с 
контролем или даже было показано обострение патологии [71-74].   
В недавнем исследовании пациентов с СРК потребление L. plantarum MF 1298 было 
связано со значительным обострением симптомов заболевания, но ни прием L. plantarum 
MF 1298, ни симптомы не были связаны с составом фекальной микробиоты [71].  
Наиболее впечатляющими в этом отношении были результаты клинического 
исследования пациентов с острым панкреатитом, в которых умерло 16% пациентов в 
группе , принимающей пробиотики, по сравнению с 6% в контрольной группе [75]. 
Это расхождение в результатах клинических исследований отражает тот факт, что 
пробиотические бактерии, вводимые отдельным пациентам с их собственной уникальной 
микробиотой, могут взаимодействовать с тканями хозяина или их собственной 
микробиотой по-разному.  Эти возможные побочные эффекты микробной терапии, 
которые были доказаны как эффективные в большинстве исследований, также 
постулируются Matsushima и Takagi [76]. Однако точное предсказание функционирования 
пробиотиков в кишечнике невозможно без понимания физиологии пробиотических 
штаммов и способа их взаимодействия с хозяином. 
Механизмы действия пробиотиков 
В многочисленных обзорах, описывающих использование пробиотиков, упоминается 
несколько особенностей штаммов, включенных в препараты.  Пробиотики должны быть 
человеческого или животного происхождения в зависимости от их предполагаемого 
использования.  Они должны обладать способностью выжить в достаточном количестве, а 
также проходить через кишечник (желчь- и кислотоустойчивость), быть безопасными для 
потребления и способными прикрепиться к слизистой оболочке кишечника.  Они должны 
оказывать антагонистическое воздействие на патогены и препятствовать транслокации 
патогенных бактерий, а также модулировать иммунную систему [59, 71-74, 77].  Однако, 
ни один из пробиотических штаммов не отвечает этим критериям полностью или 
исследования, показывающие это, не убедительны.   
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Три вещи, касающиеся пробиотических функций, наиболее очевидны: антагонистический 
потенциал, влияние пробиотиков на процесс пищеварения и иммуномодуляцию. 
Антагонистическая активность большинства пробиотических штаммов может быть 
изучена за пределами хозяина, что позволяет оценить диапазон пораженных 
оппортунистических / патогенных бактерий.  Существуют различные механизмы 
антибактериального действия, но синтез органических кислот и антимикробных пептидов 
(бактериоцинов) является наиболее распространенным оружием бактериальных войн за 
место или питательные вещества.   
Экспрессия многих бактериоцинов лактобактерий, энтерококков или бифидобактерий 
строго регулируется сложными генетическими регуляторными системами, включающими 
трехкомпонентную сигнализацию и активацию феромонов механизмом “Ощущения 
кворума” (Quorum sensing) [78-80].  Большинство штаммов, продуцирующих бактериоцин, 
генерируют пептиды, ингибирующие рост узкого диапазона бактерий с аналогичными 
предпочтениями расселения;  однако некоторые пробиотики, такие как L. plantarum 8P-A3 
или E. faecium L3, синтезируют множественные бактериоцины с чрезвычайно высокой 
ингибирующей активностью против грамположительных и грамотрицательных патогенов 
[79, 80]. Подобные эффекты были обнаружены в исследованиях с другими 
бактериоцинами, выделенными из лактобацилл [81, 82].   
Появление пробиотиков в кишечнике оказывает заметные метаболические эффекты на 
организм, такие как снижение уровня холестерина, производство витаминов, диабет или 
ожирение [77, 83-85].  Однако обычно трудно различить эффекты от небольшого 
количества бактерий, вводимых в общую микробиоту. Эти реакции нагляднее 
наблюдаются у гнотобиотических животных или животных с искусственно 
индуцированным дисбиозом [86]. Здоровая микробиота обычно устойчива к колонизации 
внешними микроорганизмами [87].   
Объективная оценка иммуномодулирующих функций пробиотиков имеет аналогичные 
проблемы, потому что тесты обычно выполняются либо на организмах с устоявшейся 
микробиотой, либо гнотобионтами, которые, как известно, имеют дефектную врожденную 
иммунную систему.  Обе эти модели имеют свои недостатки.  Установлено, что 
пробиотики действительно влияют на врожденные и адаптивные иммунные функции, 
связанные с toll-like-рецепторами (TLR) и их нижестоящими системами, включая пути 
NF-κB, JAKSTAT, MAPK и SAPK / JNK.  За этими реакциями следует дифференциальная 
экспрессия интерлейкинов и дефенсинов, которая может варьировать в зависимости от 
типа используемого пробиотика.   
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Например, наиболее распространенными реакциями на пробиотические лактобациллы или 
энтерококки являются подавление экспрессии NF-κB и IL-8 и индукция IL-10 [88-92].  
Однако эти эффекты очень штамм-специфичны.  Различные штаммы, относящиеся к 
одному и тому же виду, могут модулировать иммунный ответ совсем по-разному с 
помощью поляризации Т-хелперов (Th1 / Th2). 
Еще одна особенность пробиотиков, которая в последнее время подвергается 
интенсивному исследованию, - это их влияние на целостность эпителия.  Пробиотики 
могут влиять на экспрессию белка в плотных контактах, блокируя процесс бактериальной 
транслокации [93].  Эти эффекты были более заметны в случае, когда микробиота 
экспериментальных животных находилась в искусственно индуцированном 
дисбиотическом состоянии [93-95]. 
Безопасность использования пробиотиков 
Многие ученые и особенно врачи, работающие в этой области, рассматривают только 
лактобациллы и бифидобактерии, как безопасные пробиотики.  Они полностью 
игнорируют тот факт, что многие пробиотики, включая вышеупомянутые, несут 
предполагаемые факторы патогенности и мобильные генетические элементы в их 
геномах.  С другой стороны, штаммы с длинной историей успешного использования в 
качестве пробиотиков, принадлежащих к таким видам, как E.coli, энтерококки или Bacillus 
subtilis, считаются потенциально опасными.  
Однако эта точка зрения не имеет ничего общего с микробной экологией или здравым 
смыслом и на самом деле вредит всей концепции клинического использования 
пробиотиков.  Бактерии, обладающие высокой пластичностью и адаптивностью к 
различным средам, “не уважают человеческие моральные ценности” и не особенно 
нацелены на людей.  Единственное, что они могут сделать и будут делать, это 
распространяться в присутствии соответствующих питательных веществ и в 
определенных средах.   
Многие штаммы Lactobacillus salivarius, используемые в нескольких пробиотических 
препаратах, на самом деле экспрессируют фибриноген-связывающий белок, кодируемый 
геном CCUG_2371.  Наличие этого фактора вирулентности в штамме может привести к 
агрегации тромбоцитов, облегчающей септическую инфекцию [96].  Наиболее часто 
используемый и изученный пробиотический штамм Lactobacillus rhamnosus GG содержит 
гены устойчивости к ванкомицину и 5 “геномных островков” (в других организмах они 
называются островками патогенности) с несколькими бактериофагами и генами для 3-х 
поверхностных экспрессированных LPXTG-подобных пилинов  (spaCBA) [97]. 
12 
Однако те же генетические признаки у других видов, таких как энтерококки, считаются 
факторами вирулентности.  Это хороший пример псевдонаучного подхода с двойными 
стандартами, который распространяется под давлением крупных промышленных 
корпораций, продающих определенные типы пробиотиков.  С другой стороны, этот 
способ мышления отражает естественное желание следовать образцу общепринятых 
стереотипов. 
Аутопробиотики и фекальная трансплантация 
Общепризнано, что по крайней мере некоторые преимущества для здоровья от 
применения пробиотиков происходят в результате взаимодействия пробиотических 
штаммов с микробиотой хозяина.  Также установлено, что положительные эффекты 
пробиотика наиболее очевидны в дисбиотических условиях и не наблюдаются в здоровой 
микробиоте.  
Другими способами восстановления нормальной микробиоты являются фекальная 
трансплантация или аутопробиотическая терапия.  Трансплантация фекалий - это 
медицинская процедура, основанная на замене микробиоты хозяина микробиотой донора.  
Эта процедура была оценена в нескольких клинических исследованиях пациентов с 
воспалительным заболеванием кишечника или при лечении инфекции Clostridium difficile 
[98, 99].  Этот подход имеет слабое место - донорская микробиота может содержать 
оппортунистические бактерии, способные вызвать проблемы у больного.  В исследовании 
здоровых людей около 50% индигенных энтерококков несли несколько предполагаемых 
факторов вирулентности в своем геноме [100].  Притом очевидно, что энтерококки не 
являются самыми опасными бактериями в кишечнике. 
Другой подход основан на индигенных бактериях, используемых для восстановления 
нормальной микробиоты в случае дисбиотического состояния [102].  Такой подход, 
названный аутопробиотической технологией, основан на выделении отдельных штаммов 
из микробиоты и возвращении бактерий обратно в кишечник после их размножения вне 
организма, что позволяет анализировать каждый отдельный штамм и возвращать их 
хозяину.   
Обычно требуется неделя, чтобы приготовить аутопробиотический препарат для 
пациента.  В клинических исследованиях пациентов с СРК, язвенным колитом и 
пневмонией, аутопробиотики, введенные пациентам с использованием 
рандомизированного плацебо-контролируемого подхода, дали значительные 
положительные эффекты, о чем свидетельствуют большинство клинических параметров 
[101]. 
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2.3 Биоинформатический анализ микробиоты 
Одним из фундаментальных вопросов в исследованиях микробиоты является оценка 
микробного разнообразия в исследуемой среде.  И наиболее распространенный подход 
заключается в анализировании генов 16S рРНК в образцах с использованием метода 
амплификации последовательностей, установленного и разработанного в течение 
последнего десятилетия.   
В более ранних исследованиях пиросеквенирование (т.е. секвенирование 454) являлось 
основной платформой секвенирования, которая прошла несколько поколений с каждой 
новой платформой, предлагающей более длинные чтения.  После прекращения выпуска 
секвенирующих платформ 454 в 2013 году Illumina MiSeq стала доминирующей 
платформой для секвенирования ампликонов 16S рРНК. 
Последовательности 16S рРНК обычно анализируются с помощью кластерного подхода 
для получения операционных таксономических единиц (ОТЕ), которые описывают 
различные группы микробных организмов на разных таксономических уровнях.  ОТЕ, 
сгруппированные с идентичностью последовательности  равным 97%, обычно 
используется для представления отдельных видов.  Однако шум при ПЦР-амплификации 
и ошибки секвенирования часто вызывают завышение реального количества ОТЕ [103, 
104].   
Так, в прошлом было разработано много методов и протоколов для выявления этих 
ошибок и уменьшения ложных ОТЕ.  Для данных с платформ 454 наиболее 
распространенными программами для уменьшения шума являются PyroNoise [105], 
Denoiser [106] и AmpliconNoise [107].  Кроме того, большинство методов использовало 
строгую фильтрацию качества и обрезку сырых прочтений, а некоторые методы также 
использовали процесс предварительной кластеризации, как это было показано в SLP [103].  
Для идентификации химерных чтений были созданы как методы использующие референс, 
такие как ChimeraSlayer [108], так и de novo подходы (например, UCHIME [109]).   
Многие методы и протоколы, разработанные для данных платформы 454, такие как 
строгая фильтрация качества и предварительная кластеризация, все еще применяются в 
анализе данных MiSeq. Эти методы доступны в таких часто используемых программах, 
как Mothur [110] и Qiime [111]. 
Одна уникальная особенность технологии MiSeq по сравнению с пиросеквенированием - 
это парноконцевые (парные) прочтения, причем прямое чтение (R1) и обратное чтение 
(R2) могут иметь длину до 250-300 оснований.  Таким образом, парные прочтения могут 
охватывать несколько вариабельных областей гена 16S рРНК.  Однако, парные прочтения 
должны быть собраны в одну непрерывную последовательность (контиг) в начале 
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анализа.  Это возможно в том случае, если секвенируются близлежащие фрагменты гена 
16S рРНК и суммарная длина парных прочтений больше, чем длина секвенируемого 
фрагмента гена. В таком случае становится возможным объединение парных прочтений 
по перекрытиям их концов. 
MiSeq, как и некоторые другие секвенаторы Illumina, имеет большее число ошибок 
определения оснований к концу прочтения.  Также прочтения R2, как правило, содержат 
больше ошибок, чем R1.  Все это приводит к тому, что многие парные прочтения просто 
не могут быть собраны по перекрытиям без учета ошибочно определенных оснований.  
Все это привело к разработке методов для объединения парных прочтений, которые 
учитывают возможное несоответствие оснований.  PANDAseq [112] и PEAR [113] - две 
программы, которые могут эффективно собирать большое количество парных прочтений. 
Другие программы, которые способны объединять прочтения, включают FLASH [114] и 
COPE [115].  Кроме того, у таких программ, как Mothur и Qiime, есть встроенный 
инструмент для сборки парных прочтений в контиги.   
Несмотря на то, что для объединения парных прочтений существует много программ, для 
некоторых наборов данных большая часть прочтений не может быть объединена из-за 
плохого качества определения оснований на 3’ концах обоих прочтений в области 
перекрытия.  Даже если контиги могут быть собраны, позволяя много несоответствий в 
области перекрытия, они могут иметь слишком много ошибок, что мешает их 
дальнейшему использованию.  Фактически, отказ от низкокачественных контигов - это 
стандартный шаг в таких программах, как Mothur. 
В прошлом была разработана сверхбыстрая программа для кластеризации прочтений -  
CD-HIT [116-119], которая широко использовалась для кластеризации 
последовательностей гена 16S.  Чтобы решить проблему завышения количества ОТЕ из-за 
ошибок в данных с платформы 454, была разработана аналитическая цепочка CD-HIT-
OTU [120], обладающая высокой скоростью и точностью.   
Также был разработан еще один подход, основанный на пакете CD-HIT для кластеризации 
и аннотации данных последовательности 16S на основе MiSeq -  CD-HIT-OTU-MiSeq.  
Этот подход имеет четыре особенности. (1) Пакет CD-HIT-OTU-Miseq может 
кластеризовать парные прочтения без необходимости их объединения в контиги, поэтому 
CD-HIT-OTU-MiSeq может работать с парными прочтениями, которые невозможно 
эффективно собрать. (2) Пользователь может выбирать и анализировать только 
высококачественную часть прочтений - например 200 первых нуклеотидов из R1 и 150 
первых нуклеотидов из R2, в соответствии с профилем качества определения 
нуклеотидов. (3) Реализован инструмент, который может вырезать нужный фрагмент гена 
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16S (например, V3-V4) из базы данных с последовательностями 16S в виде парных 
прочтений.  CD-HIT-OTU-MiSeq может кластеризовать вырезанные фрагменты из базы 
вместе с прочтения из исследуемых образцов. Это позволяет получать ОТЕ и 
аннотировать их одновременно. (4) Химерные последовательности эффективно 
идентифицируются с помощью подхода de novo.  Кроме того, CD-HIT-OTU-MiSeq 
применяет другие подходы, снижающие шум, из предыдущего пакета CD-HIT-OTU. 
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3. Материалы и методы  
Культивирование бактерий и работа с животными были выполнены нашими коллегами  из 
ФГБНУ "Институт экспериментальной медицины". 
3.1 Экспериментальные животные 
Эксперименты были выполнены на 122 самцах крыс линии Wistar (вес 200-250г в возрасте 
6-7 недель), полученных из питомника “Рапполово”. Содержание, питание, уход за 
животными и выведение их из эксперимента осуществлялось в соответствии с 
требованиями “Правил проведения работ с использованием экспериментальных 
животных” (Приложение к приказу МЗ СССР от 12.08.1997 г. № 755). Все животные 
содержались в стандартных условиях температуры (18-22 C), влажности (50-60%), режиме 
освещения (12 часов день, 12 часов ночь), шума (до 85 Дб), а также рациона питания 
(комбикорм ПК-120-1, Россия). Эксперименты проведены в полном соответствии с 
Директивой Европейского Совета (The European Council Directive 86/609/EEC) по 
соблюдению этических принципов в работе с лабораторными животными и одобрены 
локальным этическим комитетом по ФГБНУ “ИЭМ”. 
3.2 Культивирование бактерий 
Из фекалий здоровых крыс выделялись индивидуальные клоны бактерий, 
соответствующие каждому животному, которые в дальнейшем культивировались на 
питательных средах. 
3.3 Использованные антимикробные препараты 
Для того, чтобы вызвать дисбиоз у экспериментальных животных, в течение 3 дней 
совместно использовались следующие антимикробные препараты: 75 мг/кг ампициллина 
(ОАО “Органика”, Россия) и 50 мг/кг метронидазола  (ОАО “Ирбитский Химико-
Фармацевтический завод”, Россия). 
3.4 Модель антибиотико-ассоциированного дисбиоза у крыс 
Здоровым крысам давались антимикробные препараты для того, чтобы вызвать у них 
дисбиотические состояние. Затем животные в состоянии дисбиоза получали 
внутрижелудочно лечение в виде аутопробиотиков. Микробиота кишечника животных 
оценивалась при помощи биоинформатического анализа. 
Сбор данных для анализа проходил в 3 этапа: в первый день эксперимента у крыс брали 
образцы фекалий для анализа микробиома здоровых крыс, затем в течение 3 дней им 
давали антимикробные препараты. После этого у животных снова брали фекалии для 
анализа изменения состава микробиоты в состоянии дисбиоза. И затем в течение 5 дней 
животные получали лечение для восстановления микробиоты. После этого, на восьмой 
день эксперимента, у крыс повторно забирали образцы для анализа эффективности 
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восстановления микробиоты после лечения. 
Контрольная группа №1 (К1) после трехдневного приема антимикробных препаратов 
получала в качестве лечения физиологический раствор в течение 5 дней.  
Контрольная группа №2 (К2) получала физиологический раствор в течение всего 
эксперимента (8 дней). 
Группы животных описаны в таблице 1 ниже и классифицируются по типу получаемого 
лечения. 
 
Название группы Описание Количество животных в 
группе 
cocc Получали в качестве 
лечения чистую культуру 
аутопробиотических 
энтерококков 
12 
lacto Получали в качестве 
лечения чистую культуру 
аутопробиотических  
лактобацилл 
17 
bifido Получали в качестве 
лечения чистую культуру 
аутопробиотических 
бифидобактерий 
11 
auto Получали в качестве 
лечения смесь культур 
аутопробиотических 
энтерококков, 
лактобацилл и 
бифидобактерий 
10 
anaero Получали в качестве 
лечения консорциум 
аутопробиотических 
12 
18 
бактерий, выращенных в 
анаэробных условиях 
feces Получали в качестве 
лечения разведенные 
фекалии 
15 
L3 Получали в качестве 
лечения пробиотические 
энтерококки 
12 
k1 Контрольная группа. 
Получала в качестве 
лечения физиологический 
раствор. 
17 
k2 Контрольная группа. 
Получала в течение всего 
эксперимента только 
физиологический раствор. 
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Таб. 1. Экспериментальные группы животных 
 
3.5 Секвенирование и биоинформатический анализ 
Для характеристики микробиоты животных производилось парноконцевое 
секвенирование вариабельных фрагментов V3-V4 гена 16S с использованием праймеров, 
фланкирующих данный участок. Данные были получены на платформе Illumina Miseq. 
Для анализа данных секвенирования гена 16S была разработана аналитическая цепочка, 
состоящая из нескольких шагов: анализ качества и фильтрация полученных с секвенатора 
прочтений, классификация прочтений, визуализация и обработка результатов. 
Анализ качества и фильтрация прочтений 
Данный этап предшествует анализу данных. Его необходимость обусловлена рядом 
причин. Так, данные, производимые инструментами компании Illumina, могут содержать 
ошибочные по составу (остатки праймеров, адаптеров, баркодов) и/или плохие по 
качеству последовательности в начале или конце прочтений. Удаление этих 
последовательностей позволяет получить корректные результаты в ходе последующих 
этапов анализа. 
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Анализ качества чтений перед кластеризацией проводился с использованием программы 
fastqc [https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/]. С помощью анализа 
графических отчетов fastqc были выбраны части прочтений с хорошим качеством – 200 
нуклеотидов для прочтений R1 (левых) и 180 нуклеотидов для прочтений R2 (правых).  
Удаление плохих по качеству последовательностей прочтений производилось при помощи 
программы Trimmomatic [http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic]. 
Классификация прочтений 
Классификация прочтений в исследуемых образцах производилась при помощи алгоритма 
CD-HIT-OTU-MiSeq -  
[https://github.com/weizhongli/cdhit/tree/master/usecases/Miseq-16S]. 
При кластеризации прочтений использовался порог сходства в 97%. Предыдущие 
исследования показали, что при таком пороге сходства получившиеся кластеры (также 
называемые OTU – operational taxonomic units) на таксономическом уровне соответствуют 
видам микроорганизмов. Кластеризованные последовательности сравнивались с базой 
проаннотированных геномов микроорганизмов Greengene v.13.5.  
Визуализация и обработка результатов 
Визуализация и обработка полученных данных классификации производилась с 
использованием языка для статистической обработки R в пакете phyloseq 
[https://joey711.github.io/phyloseq/].  
Представленности микроорганизмов каждого класса были просуммированы, и OTU, 
соответствующие классам, представленным менее, чем в 5% образцов, были отброшены. 
Представленности микроорганизмов были нормализованы на сумму представленностей 
всех OTU каждого образца.  
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4. Результаты 
4.1. Изучение имеющихся биоинформатических подходов к классификации 
микроорганизмов на основании секвенирования генов 16S. Проведение 
сравнительного анализа. Выбор оптимального подхода. 
На данный момент существует множество программ для анализа и обработки 16S 
сиквенсных данных. Многие из них выполняют какую-то конкретную функцию, в то 
время как другие могут решать сразу несколько задач вплоть до выполнения всего 
аналитического процесса.  
Изначальная схема нашего анализа (рис. 1)  включала в себя объединение парноконцевых 
прочтений, контроль качества, классификацию и обработку результатов с последующей 
визуализацией. Уже на этапе объединения парных прочтений в контиги можно было 
оценить качество определения нуклеотидов - если оно было плохое, то многие прочтения 
просто не могли быть объединены. Тогда требовалась очистка низкокачественных 
данных. Затем производилась повторная попытка объединить парные прочтения.   
После очистки данных производилась их классификация. Если большую часть данных 
удавалось классифицировать, то затем производилась обработка результатов и их 
последующая визуализация в R. 
Если же большинство последовательностей классифицировать не получалось, то возникал 
вопрос, в чем причины. А они могут быть разные: плохое качество библиотеки для 
секвенирования, неправильные параметры запуска программы и т.д. В каждом случае 
приходилось выяснять это индивидуально. 
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Рисунок 1. Первоначальная схема биоинформатического анализа 
Первоначальный подход оказался неэффективным, потому что уже на этапе объединения 
прочтений мы теряли много данных. Точность классификации также была относительно 
низкой. 
В ходе работы нами были рассмотрены другие программы для анализа 16S сиквенсных 
данных. Оценка каждой из них по выбранным нами субъективным критериям (рис. 2) 
показало, что подход CD-HIT-OTU-Miseq, помимо удобства использования и высокой 
скорости работы позволяет кластеризовать и классифицировать парные прочтения по 
отдельности, что избавляет от необходимости в объединении парных прочтений перед 
началом анализа. 
 
Рисунок 2. Оценка различных программ для анализа 16S сиквенсных данных по 
выбранным критериям: легкость использования, время работы, эффективность 
взаимодействия с пользователями/разработчиками и качество получаемых 
результатов. Зеленый цвет - положительная оценка, желтый - нейтральная, красный 
- отрицательная.  
 
После этого схема аналитического процесса стала выглядеть следующим образом (рис. 3). 
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Рисунок 3. Текущая схема биоинформатического анализа 
 
Отказ от необходимости в объединении парных прочтений в контиги изменил получаемые 
результаты. Так, новый подход позволяет сохранить больше данных (91% против 57%)  
для последующего анализа (рис. 4). 
 
Рисунок 4. Новый подход позволяет сохранить больше данных. 
 
Помимо этого, при использовании нового подхода (рис. 5), количество 
классифицированных прочтений также увеличилось (84% против 80%). 
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Рисунок 5. Новый подход позволяет классифицировать большее число прочтений. 
 
4.2 Характеристика изменений в составе микробиоты при дисбиотическом состоянии 
и при различных способах аутопробиотического лечения. Заключение об 
эффективности разных типов лечения. 
Анализ сходства микробиоты кишечника методом главных компонент был проведен в R. 
Метод главных компонент является одним из наиболее популярных способов уменьшения 
размерности данных. На этом графике мы обратили внимание на то, что крысы в 
состоянии дисбиоза стоят на графике отдельно (рис. 6), что свидетельствует о том, что их 
кишечная микробиота сильно отличается от микробиоты остальных крыс.  
Помимо этого мы отметили, что животные, получавшие после антибиотика 
физиологический раствор, дают более разнообразную и непредсказуемую картину 
восстановления кишечной микробиоты (рис. 6). 
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Рисунок 6. Восстановление микробиоты животных с помощью пробиотиков дает 
более однообразную картину, чем самопроизвольное восстановление микробиоты. 
После антибиотиков микробиота крыс резко меняется.  
Микробиота каждого животного на графике отображена отдельной точкой. Чем 
точки ближе друг к другу, тем более сходную микробиоту они представляют. 
 
После этого мы обратили внимание, что у крыс после применения антибиотиков 
подавляющее большинство бактерий в кишечнике представлены гаммапротеобактериями 
(рис. 7). На представленном графике видно, что микробиота крыс до приема антибиотиков 
сильно отличается от микробиоты животных после его приема. 
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Рисунок 7. У животных после антибиотика в составе кишечной микробиоты велика 
доля Gammaproteobacteria (фиолетовый цвет). Разными цветами отображены 
бактерии разных классов. 
 
Далее возник вопрос: как оценить эффективность лечения? Было решено посмотреть 
альфа-разнообразие (внутригрупповое разнообразие микробиоты) кишечной микробиоты 
для усредненной микробиоты кишечника каждой группы животных (рис. 8). Для оценки 
альфа-разнообразия был выбран индекс Shannon. Чем больше значение индекса, тем 
больше разнообразие микробов в исследуемом образце. Данный индекс помимо оценки 
количества бактериальных таксонов в образце также оценивает их представленность - 
таксоны, представленные в очень малом количестве не будут вносить большой вклад в 
оценку разнообразия. 
По результатам расчетов был сделан вывод, что наиболее разнообразная микробиота была 
у крыс, которые после антибиотиков получали аутопробиотических бифидобактерии, 
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аутопробиотические энтерококки или же физиологический раствор в качестве лечения.                                                                                                        
 
Рисунок 8. Альфа-разнообразие было наибольшим в группах животных, получавших 
в качестве лечения аутопробиотические бифидобактерии, аутопробиотические 
энтерококки и физиологический раствор. 
 
Но показатель альфа-разнообразия говорит только о разнообразии кишечной микробиоты 
в каждой группе. Нам же было важнее узнать, какие типы лечения вернули микробиоту 
подопытных животных наиболее близко к стартовой точке.  
Для этого мы оценили бета-разнообразие по усредненным группам животных по методу 
Bray-Curtis (рис. 9), а затем построили по этим данным дендрограмму.   
Мы увидели, что кишечная микробиота животных, получавших аутопробиотические 
бифидобактерии и аутопробиотические энтерококки, наиболее близка к микробиоте 
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здоровых крыс по сравнению с другими типами лечения.
 
Рисунок 9. Дендрограмма по расчетам бета-разнообразия показала, что усредненная 
кишечная микробиота у животных, получавших в качестве лечения 
аутопробиотические энтерококки и аутопробиотические энтеробактерии наиболее 
близка к усредненной кишечной микробиоте крыс до начала эксперимента. 
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5. Обсуждение 
Целью данной работы являлось изучение микробиоты кишечника при различных 
состояниях организма,а также поиск оптимальных видов/консорциумов бактерий, 
пригодных для терапии дисбиотических состояний на фоне приема антибиотиков. 
 
Первоначальной задачей был поиск программ для анализа 16S сиквенсных данных, 
находящихся в открытом доступе, и выбор оптимальной из них. 
В отличие от Plummer et al. [121] мы не ставили перед собой задачу детального сравнения 
различных программ. В первую очередь нас интересовало удобство использования и 
адекватность получаемых результатов. 
По результатам нашего исследования (рис. 3) мы остановились на подходе, 
использующем CD-HIT-OTU-Miseq на этапе кластеризации и классификации (рис. 2). 
Помимо высокой скорости работы и легкости использования данный подход позволил нам 
сохранять больше данных (рис. 4) а также классифицировать большее число прочтений 
(рис.5), чем изначальный аналитический подход (рис. 1). 
 
Далее была проведена оценка изменений состава микробиоты при дисбиотическом 
состоянии и при различных видах аутопробиотического лечения. Нами было показано, что 
при дисбиотическом состоянии на фоне приема антибиотиков у животных наблюдается 
экспансия бактерий из класса Gammaproteobacteria (рис. 7). Сходные данные были 
получены и другими исследователями ранее [122]. 
Также мы обнаружили, что лечение аутопробиотиками даѐт относительно однообразную 
картину восстановления кишечной микробиоты у животных с индуцированным 
дисбиозом. В то время как восстановление микробиоты кишечника под воздействием 
физиологического раствора у крыс было разнообразным и непредсказуемым (рис. 6). 
Анализ альфа-разнообразия (рис. 8) и бета-разнообразия (рис. 9) показал, что наиболее 
эффективными способами лечения дисбиоза на фоне приема антибиотиков являются 
аутопробиотические бифидобактерии и аутопробиотические энтерококки. 
 
 
 
 
 
 
 
29 
6. Выводы 
1) Сравнительный анализ биоинформатических подходов к классификации 
микроорганизмов на основании секвенирования генов 16S показал, что наиболее 
оптимальный подход - CD-HIT-OTU-Miseq, позволяющий кластеризовать парные 
прочтения по отдельности. 
2) При дисбиотическом состоянии на фоне приема антибиотиков в кишечной 
микробиоте крыс наблюдалась экспансия бактерий из класса Gammaproteobacteria. 
Микробиота животных, получавших аутопробиотических энтерококков и 
аутопробиотических бифидобактерий оказалась наиболее близкой к микробиоте 
здоровых животных. На данный момент мы считаем, что данные типы 
аутопробиотического лечения дисбиотических состояний на фоне приема 
антибиотиков являются наиболее эффективными. 
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